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INTRODUCCIÓN
Genes de resistencia en plantas (NBS-LRR resistance genes) procedentes dedis-
tintas especies: tabaco (Whithamet al. 1994), arabidopsis ( Parker et al. 1997), lino (Law-
rence el al.1995) y tomate (Milligan et al.1998) fueron clonadosy se observó que confe-
rían resistencia a un amplio rango de enfermedades causadas porvirus, bacterias,
hongos y nemátodos. Además, los dominios de estos genes están ampliamente conser-
vados entre especies, por lo que fue posible, mediante PCR con cebadores degenerados,
amplificar secuencias análogas enotras especies vegetales. Estas secuencias se demostró
que correspondían a genes candidatos de resistencia o análogos de genes deresistencia
(RGAs). Análisis genéticos demostraron que los RGAs están repetidos de forma abun-
dante en el genoma, estas copias están organizadas en “clusters” y fuertemente ligadas
a loci de resistencia conocidos.
Comoparte del estudio de identificación y clonación de genesde resis-
tencia al virus de la sharka o PPV, en este trabajo se han amplificado mediante
oligos degenerados secuencias análogas a genes de resistencia de albaricoquero,
dichos fragmentos se clonaron, se secuenciaron y se comprobó que correspondí-
ana RGAs.
MATERIAL Y MÉTODOS
DNA genómico de las variedades de albaricoquero “Goldrich” y “Lito',
ambas resistentes a sharka, se extrajo por el método del CTAB (Doyle 8 Doyle.
1990). Para la obtención de RGAs, se amplificó DNA genómico por mediode
PCR, utilizando 4 cebadores degenerados (Gentzbittel et al.,1998) y (Kanazin et
al.,1996) en 3 combinaciones (Tabla 1). La amplificación se ha realizado en un
volumen de reacción de 25ul; cada reacción contenía 20mM TrisHCI, pH8.4;
S0mM KCI; 1.3mM MgCL;; 0.1mM ANTPs; 1uM de cada cebador; 50ng de DNA y
1U Tag DNApolimerasa (invitrogen). Los productos se separaron en geles de
agarosa al 0.8% teñidos con Bromuro de Etidio (0.8ug/ul) y se purificaron usan-
do QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Los productos se clonaron en el vector
pGEM-T easy (promega).
Para comprobarque el producto amplificado correspondía a un RGA se secuen-
ciaron 3 fragmentos clonados procedentes de un genotipo resistente a sharka del cruce
“Lito” x “Lito”. Las secuencias obtenidas, al compararlas conla base de datos, se ha ob-
servado que presentan una gran homología con secuencias de genesde resistencia en
otras especies vegetales.
A continuación se tomaron 50 colonias transformadas con fragmentos
amplificados dela variedad “Goldrich” y 50 de la variedad “Lito”. Se realizó la
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extracción de los plásmidos y se amplificaron los fragmentos contenidosen ellos
por medio de PCR con cebadores universales de M13 en un volumen de reac-
ción de 100u1, conteniendo 20mM Tris-HCI pH 8.4, 50mM KCI, 1.5mM MgCI,
0.24M de cada cebador, 2004.M dNTPs y 2U de Taq DNApolimerasa (invitro-
gen).
Se separaron 101 del producto amplificado en gel de agarosa para veri-
ficar la longitud del fragmento clonado y 20u1 se utilizaron para el análisis de
restricción . Las enzimas utilizadas fueron : Hae HI, Hin fl, Cfo 1, Rsa 1 y Sau 3AI.
A partir de los patronesde restricción se realizó un análisis tipo “cluster”, utili-
zando el UPGMA comocriterio de agregación y el programa NTSYS (Exeter
Software, Setauket, NY) (Rohlf.1993).
RESULTADOS
A partir de los patronesde restricción obtenidos de los fragmentos clona-
dos se calculó, tanto para las bandas procedentes de “Goldrich' como paralas
procedentes de “Lito, una matriz de similaridad, usandola distancia genética
de Nei (Nei, 1972). El dendrograma generado porel análisis tipo “cluster” a par-
tir de la matriz de similaridad indicó que había 6 y 8 familias de RGAs en “Gol-
drich' y “Lito” respectivamente.
Las secuencias obtenidas tienen una gran homología con RGAsde otras
especies por lo que se deduce que los fragmentos clonados corresponden a se-
cuencias de este tipo de genes.
Este estudio se continuará mediante la secuenciación de varios clones por
agrupación obtenida, con el fin de conocer las distintas familias de genes de
resistencia presentes en albaricoquero. Posteriormente se elegirán unos repre-
sentantes por familia para su posterior inclusión en un mapa genómico dela
especie previamente construido.
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